Aspergillus fumigatus mycovirus causes mild hypervirulent effect on pathogenicity when tested on Galleria mellonella by Ozkan, S. & Coutts, Robert H.A.
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rates were assessed which,  for  the chrysovirus, agreed with a previous  study on murine pathogenicity. 21 







Mycoviruses  are  a  specific  group  of  viruses which  naturally  infect  and  replicate  in  fungi.  They  are 27 
widespread  in  all major  fungal  groups, most  being  latent  or  cryptic  and  asymptomatic  in  their  hosts 28 
(Ghabrial  and  Suzuki,  2009).  However,  there  are  numerous  examples  of  mycoviruses  that  alter  host 29 
phenotype  and  growth  rate  and  act  as  hypovirulence  factors  (Nuss,  2005). Hypovirulence,  attenuated 30 
pathogenicity in fungi, is characterized by a reduction in conidiation, pigmentation and growth rate (Dawe 31 
and  Nuss,  2001).  Paradoxically, mycoviruses  can  also  confer  hypervirulence which  is  characterized  by 32 
enhanced  sporulation,  aggressiveness  and  growth  (Ahn  and  Lee,  2001). However,  the  possible  role  of 33 
mycoviruses in regulating the ecology of their host fungi and associated hosts is largely unknown (Hyder et 34 
al., 2013). 35 
Aspergillus  fumigatus  is  an  opportunistic  fungal  pathogen  that  causes  lung  disease  in  humans  and 36 
animals. While it is responsible for severe invasive aspergillosis in immunocompromised patients, it can lead 37 
to  allergic  reactions  and  chronic  lung  disease  in  immunocompetent  individuals  (Latge,  1999).  Previous 38 
research on A.  fumigatus  suggested  that  the  fungus was devoid of double‐stranded  (ds) RNA elements 39 
which comprise the majority of mycoviruses (Varga et al., 1998). However, after screening more than 360 40 
A. fumigatus isolates from UK environmental and clinical sources for the presence of dsRNA elements, at 41 
least  three  different  dsRNA  profiles were  observed  (Bhatti  et  al.,  2012). A  similar  incidence  of  dsRNA 42 
elements has recently been reported in 18.6% of A. fumigatus isolates in Holland (Refos et al., 2013). From 43 
the UK  cohort,  two mycoviruses,  nominated Aspergillus  fumigatus  chrysovirus  (AfuCV)  and Aspergillus 44 
fumigatus partitivirus (AfuPV‐1), have been sequenced completely (Jamal et al., 2010; Bhatti et al., 2011a 45 
respectively); a novel virus remains partially characterized (Fig. 1). 46 
     The  influence of mycoviruses on  the  fitness  and pathogenicity of A.  fumigatus was  investigated by 47 











studies  have  employed  G.  mellonella  to  assess  the  pathogenicity  of  bacteria  such  as  Pseudomonas 57 
aeruginosa  (Andrejko  et  al.,  2009)  and  Legionella  pneumophila  (Harding  et  al.,  2012),  yeasts  such  as 58 
Cryptococcus neoformans  (Mylonakis et al., 2005) and Candida albicans (Brennan et al., 2002) and fungi 59 
such  as A.  fumigatus  (Reeves  et  al.,  2004;  Fallon  et  al.,  2011).   G. mellonella  larvae offer  a  variety of 60 









All A.  fumigatus  strains were naturally occurring wild  types or were  generated  following mycovirus 70 
transfection  (virus‐infected) or mycovirus elimination  (virus‐free). The  isolates were confirmed as being 71 
bona fide A.  fumigatus strains following generation of sequence specific  ITS amplicons using  ITS specific 72 
oligonucleotide primers ITS‐1 and ITS‐4 (Fig. S1) and also DNA sequencing (data not shown). Three different 73 



























in  the dark  at 37  °C  for 5 days.  Their  times of death were  recorded daily  together with notes on  any 99 




















burden  was  determined  using  the  primers  βT‐F  (5’‐AATTGGTGCCGCTTTCTGG‐3’)  and  βT‐R  (5’‐118 
AGTTGTCGGGACGGAATAG‐3’)  to amplify  the A.  fumigatus beta‐tubulin gene  (Balajee et al., 2005). The 119 
primers Actin‐F (5’‐ATCCTCACCCTGAAGTACCC‐3’) and Actin‐R (5’‐CCACACGCAGCTCATTGTA‐3’) were used 120 




















All  isolates used  in  this  study were highly  virulent  as  compared  to  the non‐virulent Δpaba  isolate 139 
following injection of larvae with 1x105 spores/larva (P<0.0001). Melanization, which is a strong indicator 140 
of  fungal growth and an active  immune  response, was observed  in all  infected  larvae within 18 h post‐141 
injection except those injected with Δpaba. There were no significant differences between the survival rates 142 






















to the virus‐free and virus‐infected  isolates. The expression of fungal β‐tubulin was significantly  lower  in 163 
Δpaba as compared to all virus‐free and virus‐infected strains at 48 h (P= 0.02‐0.002).  164 
The expression  levels of  β‐tubulin were not  significantly different between  the  virus‐free and  virus‐165 
infected couplets of CV and PV at both time points (P>0.05; Fig. 6A and 6B). However, fungal β‐tubulin gene 166 
expression “fungal load” in A78‐infected as compared with the A78‐free strain, was significantly higher at 167 
















by Slater et al.,  (2013) and Fallon et al.,(2011), a  lower dose of  spores were  shown  to be  superior  for 182 
determining  differences  between  virus‐free  and  virus‐infected  couplets.  This  finding would  imply  that 183 
mycovirus infections are able to alter fungal growth, hence a lower initial concentration of spores can still 184 
become lethal post‐infection. 185 
Many studies which have used  the  invertebrate  infection model have provided additional aspects of 186 
fungal pathogenesis. The efficiency and  compatibility of  the moth  infection model has been verified  in 187 
several studies on important human fungal pathogens (Brennan et al., 2002; Mylonakis et al., 2005; Reeves 188 





















many  fungal  species  including  several  important  plant  pathogens  e.g.  Sclerotinia  sclerotiorum  (Boland, 208 
1992), Botrytis cinerea (Castro et al., 2003; Potgieter et al., 2013), Cryphonectria parasitica (Choi and Nuss, 209 
1992; Nuss, 2005) and Fusarium virguliforme (Marvelli et al., 2014). Hypovirulence is of great interest due 210 
to  its potential  for biocontrol of  fungal diseases  (Nuss, 2005).   An association between  the presence of 211 
dsRNA and hypovirulence has been documented for several Aspergillus species (Elias and Cotty, 1996; van 212 
Diepeningen et al., 2008). In Aspergillus, it also has been shown that phenotypic alterations such as growth 213 
rate and pigmentation can be  the  result of RNA silencing of mycoviruses  (Hammond et al., 2008).  In A. 214 
fumigatus, where CV and PV  infections  caused  significant phenotypic effects,  reduced growth  rate and 215 
hypovirulence, no effect on murine pathogenicity or fungal burden were caused by chrysovirus  infection 216 
(Bhatti et al., 2011b). Although the effects of PV on the phenotype of the fungus such as pigmentation and 217 











diseases  of  potato  and  tomato.  Here  it was  found  that  PiRV‐2  infection  is  associated with  enhanced 227 
sporulation  and high  aggressiveness  as  compared  to  a  virus‐free  isogenic  line  (Cai  and Hillman, 2013). 228 
Similarly increased activity in sporulation, pigmentation and high levels of virulence has also been shown in 229 
the presence of 6.0 kbp dsRNA mycovirus  in N. radicicola (Ahn and Lee, 2001). Infection of A. fumigatus 230 




significant advantages for the growth of the host. The significant  increase  in growth and virulence  in the 235 
moth model are suggestive of hypervirulence. The hypervirulent nature of A78 virus was also supported at 236 
the molecular  level  following assessment of  the  fungal burden as assessed by qPCR.  In  the  future,  the 237 
hypervirulent nature of the A78 isolate should be tested using the murine model. 238 
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Fig.  3.  Determination  of  the  optimal  spore  concentration  of  Aspergillus  fumigatus  for  pathogenicity 364 
testing in Galleria mellonella. G. mellonella larvae were injected with conidiospores of A. fumigatus strains 365 
































Blood  and  Tissue  Kit  according  to  the manufacturer’s  protocol  (Qiagen,  Valencia,  CA)  and  PCR was 396 
performed using universal  ITS1 and  ITS4 primers. Amplicons were electrophoresed on 3% agarose gel 397 
stained with SYBRSafe and the expected amplicon size (597 bp) for A. fumigatus was detected (Lanes 1, 3 398 
and 11: DNA marker;  Lane 2: No  template  control;  Lane 4: A.  fumigatus  isolate A78‐free;  Lane 5: A. 399 
fumigatus isolate A78‐infected; Lane 6: A. fumigatus PV‐free; Lane 7: A. fumigatus PV‐infected; Lane 8: A. 400 
fumigatus CV‐free; Lane 9: A. fumigatus CV‐infected, Lane 10: A. fumigatus Δpaba isolate).  401 
